Essai sur une etude au microscope electronique de la
microflore des sediments argileux de cavernes
(A prcliminary

study using an electron microscope, on thc microflora
of cave clay sedimcnts)
Par V.

CAU)IAllTll'i1)

A('cc p!allches 1 (1)-5 (5)

Cet cssai n'a pas I'ambition d'introduirc unc discussion sur l'originalite et Ie rolc des pcuplcmcnts dcs sediments argileux de caycrne
mais, seulcment, de montrer quc ccux-ci pcuycnt ctre suumis avec
succes a un examcn direct.
Une technique ecologique dc misc cn culture ne pouvait a elle seulc
decidcr dc la naturc dcs peuplcmcnts microscopiqucs dc cavcrnes car
scs resultats nc cadrent pas toujours avec l'analysc chimique. Lcs
apports de surfaee, vehicules par I'eau, se deposcnt en eITct, accompagnes des microorganismes
qui assurent Icur transformation
biochimiquc, rcsistent un ccrtain temps aux conditions dc milicu, sous
formc de spores ou dc kystes, puis disparaissent si les apports nc sont
pas renouveles. La prescnce d'elements actifs temporaircs et d'elements actifs residucls ct pcrmancnts cst unc realite dont il faut tcnir
compte. II importait donc dc rcchcrchcr Ics microorganisrncs en place,
de fagon perrnancntc, sur des biotopes aussi bien proteges quc possiblc,
puis, d'cssayer dc les cultiycr, pour obtcnir Ics premicrs clements
d'unc etude corrccte. A partir d'un prelcvcmcnt argilcux, unc separation pal' filtration cst possible, une separation par mousse est bcaucoup
plus cfficace.
Nous donncrons un apcrgu des premiers resultats obtenus par unc
techniquc de moussc. Jls sont cncollrageants cal' ils nous rncttcnt en
presence d'un cnsemble d'allurc hornogcnc dans lequcl on pcut
distingucr une fraction autochtonc ct une fraction allochtonc. Mais il
cst bicn evident que scule, unc etude de longuc haleine, portant sur un
cnsemble geographiquc bcallcoup plus vastc, resoudra les problcmcs
poses sur Ic plan systematique ou biologique.
1) Laboraloire Soulerrain du C.N.U.S. - Moulis (Ariege), Francc.
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Les sedimenLs de groLLes consLituent
un biotope parLiculier dont il
importe tout d'abord
de preciser les caracteres.
Nous les trouyons
en
place dans une caviLe donL l'aLmosphere
est a saturation
d'humidiLe,
Ie plus souvent
sursaLuration,
ils se trouvenL donc eux-memes,
du
fait des echanges qu'ils enLretienne"nL de fa<;on continue,
saturaLion.
Les reseaux souterrains
plus 011 moins secs sonL directemenL
en contact
avec l'exLerieur
etsont
de ce fait pour nous dePOurYllS d'interet.
La
temperature
ambianLe
yarie peu au cours des saisons;
des eCHrts
saisonniers
de 4 a 5° d'amplitude
sont un maximum
et nOlls releyons
des moyennes
annuelles
variables,
suiYanL l'altitude,
de 6 a J5° dans
les Pyrenees fran<;aises, de JO a litO dans les Cevennes eL 11 a 13° dans
les Causses ('l); la plupart
des cavernes que nous avons prospectees
a
moyenne
eL basse alLitude presenLaienL une temperaLlire
moyenne de
10 a 11 0, avec des ecarts saisonniers
de 2° au maximum.
Ces condiLions
climatiques
exceptionelles,
typiquement
souLerraines,
onL pour corollaire une remarquable
continuiLe
des developpements
microbiens
lorsque,
pal' ailleurs,
la composition
physico-chimique
du milieu
s'y prete.
Les sediments
prospectes
- nous avons elimine les eboulis rocheux
et les sediments
detritiques
grossiers - conLenaient
0
30 % d'llne
fraction en majeure partie argileuse (fracLion inferieure
a J micron) et
80% d'une fraction limoneuse
comprise entre t micron et 20 microns (5). L'etude
aux rayons X de la fraction infel'ieure
t micron
fait appamiLre,
coLe des debris de calcite et de quartz, une proportion
d'IlliLe importante,
souyent
30 %, parfois 50 %; la 1\lonLmorillonnite
et I' H alloysite y figurenL raremen L eL seulemenL pour q llelques 'X, (2).
Le supporL dont nous avons eLudie les peuplemenLs
esL donc constiLue
pal' des fracLions limoneuse et argileuse illiLique imporLantes.
Ces biotopes sont regulierement
enrichis pal' des soluLions minbales
qui proviennent
des horizons
pedologiques,
percolenL il Lrayers des
YOlILes calcaire, grace a leur reseau de fenLes, et, conLribuenL (I maintenir un taux de carbonates
(sous la forme essenLiellemenL de carbonaLe
de calcium)
qui n'est qu'exceptionellement
inferieur
a 10% eL pratiquement
jamais nul, eL, meLtre en place des sulfates, des chlorllres,
des phosphaLes,
des oligoelements,
eLc... 11s peuvent
en outre periodiquemenL
prendre
conLact,
pal' l'intermediaire
des pertes
et des
infiltrations
de touLes sortes, avec les ruisellements
qui transportent
la matiere
organique
arrachee
a la couverture yegetale. La fraction
colloid ale argileuse contribue
maintenir
en place, outre les elements
chimiques,
une teinLure organique
qui n'aLteint
que rarement
'1 %,
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est toujours pratiquement
inferieure a 0,5 %, avec une moyenne de
0,15 a 0,30%; dans un sediment superficiel, la quantite de matiere
organique oscille approximativement
entre :1et :10%. Le rapport, CIN
varie entre 2,5 et 1i,5 quand les sediments, apres une periode de submersion, sont accessibles, alors qu'en surface Ie rapport admis varie
entre :10 et :12. Ces conditions physico-chimiques
sont favorables,
malgre la faible Leneur organique, au maintien et au developpement
des microorganismes.
Nous nous limiterons ici aux microorganismes de taille inferieure h
celle des bacteries courantes; ils se signalent d'emblee h notre aLLention
pal' leur fMIne generale en fuseau; nous les avons systematiquement
recherches au microscope electronique; precisons qu'ils ne representent
pas, h beaucoup pres, la totalite des peuplements microbiens des
sediments souterrains mais seulement la fraction microscopique la plus
fine et la plus originale.
'J'echniliues d'etude
Ces organismes ne peuvent ctre isoles que pal' une technique de
mousse appropriee. Un prelevement d'argile est mis en suspension
dans l'eau distillee addition nee d'une solution de savon de Marseille
fiiltree et soumis h I'agitation mecanique, dans une enceinte close,
pour eviter l'apporL des particules etrangeres. La quantite de savon
utilisee, pour obtenir une mousse persistante, est bien entendu fonction
de la teneur en sels mineraux solubles de la suspension; elle est
determinee au prealable. La mousse entraine en surface les particules
legeres; elle est recueillie h I'aide d'une pipette Pasteur, dans I'eau
distillee. Ap"cs decantation
et disparition de la mousse, la phase
liquide contient des cristaux mineraux, des particules colloId ales et,
liberes de lOlli' gangue, les microorganismes recherches; elle est diluee
dans des proportions variant de:1 pour :100a:1 pour :1.000, additionnee,
sur 11IIeprise de :10 cc environ, d'une goutte de Twen 80 pour ohtenir
une bonne dispersion, etalee Sill' un film de Form val' eL examinee au
Microscope electronique. Les grossissements utilises pour une etude
correcte varient a partir de 5.000.
Nous insistons SUI' Ie fait que seuls ont ete utilises des solutions
et des recipients sterilises. En outre, chaque examen d'argile a ete
accompagne, a Litre de controle, d'un temoin obtenu en rcpctant sur
I'eau distillee toutes les opcrations que nous venons de dccrire.
Un certain nombre d'elements ()xamines ont pu ctre cultives. Le
milieu utilise contenait, pal' litre, 0,:10 gr de phosphale bipotassique,
:1,5gr de sulfate de magncsium, 0,05 gr de chlorure de sodium, 3,30 gr
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de chlorure de potassiuIIl, 2 gr de carbonate de calcium, 1,60 gr de
carbonate de magnesium et 1 gr de sulfate ferreux filtre au 1/10 de mu
de porosite et ajoute seulement au moment de I'ensemencement,
et,
pour la partie organique, 50 cc d'extrait clair de haricots obtenu en
traitant it I'ebullition, jusqu'a cuisson, des haricots secs pal' un poids
egal d'eau distillee, puis en filtrant. Le developpement est nettement
faVOl'ise par I'apport d'un certain nombre d'oligoelements:
Fe+++
(chlorure), AI+++ (sulfate), 131'- (bromure de potassium), a la concentration de 10-5 ions-grammes litre, Ni++ (chlorure), Cu++ (sulfaLe),
Li+ (chlorure), 1l03--- (BoraLe de poLassium), )\1004-(J\lolybdaLe
de sodium), it la concentmtion
de 10-6 ions-grammes litre, Co++
(nitrates),
it la concentration
de 10-7 ions-grammes
litre, J\ln++
2
(chlorure), Zn+ (sulfate), Ti0 (oxyde), it la concentration de 10-8 ionsgrammes litre, 1- (iodure de potassium), it la concentration de 10-9
ions-grammes litre. )\Iais il est plus expediLif de prepare,', suivant la
technique en usage dans I'etude des sols (3), un exLmit dll sedimenL
souteI'l'ain a etudier et de remplacer I'eau distillee de prepamLion du
milieu, pal' cet extl'ait; on obtient, pal' ce pl'ocede, une acLion oligodynamique souvent superieur'e.
Les manipulations
sont plus aisees a partir de cultures en milieu
liquide. II faut parvenir it une souche pratiquement
pure pour ne
pas etre gene dans I'observation; Ie fait que les sediments sOllterrains
soient beaucoup moins riches quantiLativement
et qualitativemenL
que les sediments de surface eL que nous p,'ocedions d'abol'fl it I'examen
des milieux naturels, no us pel'met d'atLeindre plus aisemeut ce but.
Des dilutions de 1 pour 1, 1 pour 10, 1 pour 50, 100, 500, 1.000,
-10,000 it partir d'une suspension poids pour poids dans I'eau disLillee
sterile, d'un sOcliment choisi en raison de la relative purete de son
peuplement,
sout mises en place dans une serie de tubes it essais
contenant 10 cc de milieu sterilise, bouches au coton et eLuves. La
duree d'incubation
est de 10 jours it :L mois it la temperature
de
28°. Les milieux, au depart, apres decantaLion des carbonates, sonL
limpides; ils se troublent uniformement
sans degagement gazeux
apparenL, sans odeur particuliere quand on a realise une cuI Lure pure.
L'examen au microscope ordinaire pm'met d'eliminer les milieux
contenanL des hacteries banales; I'examen au microscope electronique
pm'meL d'achever la selection. Nous avons rarement eu it recommenceI'
une dilution,
.
Nous devons insisLer sur les formes obLenues en culture; si certains
organismes res tent sembI abIes it eux-memes, au format pres, d'autres
acquierent un ou deux prolongements flJiformes. L'ensemhle - cultivable ou non - possede une forte sensibiliLe aux decharges O!ectroniques
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lorsqu'on observe aux forLs grossissernenLs, sous des tensions de
60.000 a 80.000 yolts; nous ayons souyent uLilise ce critere, dans
l'eLude des milieux naturcls, pour opereI' une premiere selection, en
presence de depots mineraux genants. La plupart presentent en ouLre,
dans les sediments, des bourgeonnemenLs qui semblent en rapporL
ayec la faible yaleur nuLritiye des bioLopes.
~ alurc tics g'cI'mcs chillies
Precisons LouL d'abord quelques-unes des direcLiyes uLilisees pour
faciliLer l'inyenLaire.
Toutes les formes obseryees sont deriyees du fuseau, donc apparemmenL semblables rnais nons ayons pu les reperer en utilisant les deLails
rnorphologiques,
les dimensions eL, {)galelllenL, Ie rapporL enLre la
longuem du grand axe eL celie du peLit axe (H), significaLif de l'allure
generale. On peut se Lrouyer en e/IeL en presence de formes semblables,
d'un format plus grand ou plus peLiL, sans que It soit a/fecte, ou du
moins que les limiLes que nous nous sommes fixees arbitrairement
soienL depassees. Ces donnees ne sonL que proyisoires eL desLinees it
faciliter l'enumeration, clles Lomberont d'elles-memes lorsqu'une etude
plus poussee no us aura perIIlis d'uLiliser Ie cadre de la sysLematique
bacterienne.
L'ensemble de nos recherches a porte sur une centaine d'echanLillons
apparLenanL it quinze groLLes; ils correspondent it une quamnLaine de
facies. Cet ensemble se reparLit geographiquement
sm les Pyrenees
cenLrales eL orienLales, les Causses occidenLaux eL orienLaux. Le
trayail de prospecLion nous a amene it regl'ouper nos obsel'YaLions
suiyant quatre groUes types que nous enumerons ci-dessous, ayec les
indications qui permeLLenL de les siLuel' et les reLrouver, notamment
les coordonnees d'apres la carte d'Etat-Major:
Grotte de Sainte-Catherine - Commune de Balagueres
coordonnees: 493, 40-73, 80-560,
GroLLe de Heyeillon - Commune d'Alyignac
coordonnees: 546, 95-280, 82-300,

(Ariege)

(LoL)

GroUe d' En Gorner - Commune de Hio (Pyrenees orienLales)
coordonnces: 449-716, 80-400,
Ayen d'Orgnac - Commune d'Orgnac l'Ayen (Ardeche)
coordonnees: 766,30-226,30-305.
CetLe 10calisaLion geographique nous conduira it prcciser Ie caractere
ubiquiste ou endemique des microorganismes etudies mais nous insis-
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Lons S\ll' Ie fait que nous n'avons pas, a beaucoup pres, prospecte Loutes
les cavernes des regions ciLees - LouLes ne sonL d'aille\ll's pas decouverLes - et que nous ne possedons que des donnees fragmen taires sur
les HlILresregions. 11est toutefois bien evident que I'absence complete,
dans un perimeLre bien prospecte, d'un genre frequent ailleurs, paraiL
suffisament probante.
N ous avons, dans nos exam ens, separe les sediments argileux et les
prod uits de corrosion de parois eL de concretions. Les s6diments
argileux correspondent f"tla definition ci-dessus et ont ete amenes dans
les groLtes pendant une phase de remplissage; ils ont ete remanies SUI'
place parIes crues, souvent meme pendant une phase de sUl'cl'eusement.
Les produiLs de corrosion qui I'enfel'ment egalemenL une fracLion
al'gileuse plus ou moins illitique, se sonL formes, au conLrail'e, en place.
Cette disLinction est valable du poinL de vue sedimentologique eL
speleologique et nous a vons dli la gardeI' P0\ll' nous r6ferer a la litteraLure mais ne I'est plus, du poinL de vue microbiologique, par le fait
meme que les depoLs, quelle que soiL leur origino, voisinent ou so
supperposent;
il osL imponsable qu'ils puissenL, ici, so comporLer
difl'eremmont, a moins, ce qui sCI'aiLoxceptionnel, d'uno rupt\ll'O dans
I'equilibl'e physique ou chimique. Les differences observees peuvent
eLre momentanees eL duos a un apport plus abondanL de maLiere
organique, au nivoau dos corrosions - ceci est d'ailleurs une des
condiLions des corrosions souterrainos -; cot apporL organiquo peut
reconsLiLuor un milieu de surface lorsqu'il est conLinu; quand il esL
intermittent,
les difl'erences, par rapport aux sediments souterrains
argileux s'en'acenL progressivement dans Ie temps; malgre Ie nombre
d'echantillons examines, il esL donc possible que les variaLions quanLiLaLives ou qualitatives obsorvees s'aLLenuent en presence de staListiquos plus fOllI'nies.
Cos precisions eLant apporLees, quolles sont les formes rencontrees
eL leur reparLiLion? Nous en avons fait cinq groupes.
Un premier groupe esL consLiLue par des elements microscopiques
fusiformes symeLriques suivant les deux axes, a exLremites plus ou
moins arrondies eL sans prolongements apicaux, a surface generalemenL reguliere. R esL compris enLre 2,5 eL3. La longueIII' varie enLre 1
et 2 microns eL la large\ll' entre 0,<1 eL 0,8 micron. Ce type porte
souvent, SIlI'Ie coLe, une vesicule claire (Fig. 1). II est presenL SIlI'62%
des sediments argileux et des produiLs de corrosion examines. Les
formes a surface plus ou moins ridee sont beaucoup plus rares (19%
des sedimenLs argileux eL 9 % des produits de corrosion); cerLaines ont
un aspect levurolde, sonL plus ou moins normalement bourgoonnanLes
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(Fig. 2) et n'apparaissent pas sur les produits de corrosion. L'ensemhle
du groupe est ubiquiste pour les regions examinees et nous a fourni
3 souches en culture.
Un deuxieme groupe comprend des elemenls microscopiques fusiformes asymetriques
suivanl Ie pelit axe et legerement apicules
suivant Ie grand axe, a surface lisse. H est compris entre 1,5 et 2. La
10ngueUl' varie enlre 0,7 micron et 1 micron ella largeur enlre 0,5 et
0,7 micron (Fig. 3). Ils donnenl parfois - SUI' 9 % des sediments
argileux - suivanl I'axe de dissymell'ie une expansion lalemle qui
s'isole en un organite spherique heaucoup plus resistant au bomharde
ment des eleclrons (Fig, 4). 38 'X, des sCdiments argileux et 45 % des
produils de corrosion presenlent ces organismes. Des elements du lype
mycohaclerie, heaucoup plus rares (5 % des sediments argileux et 9 %
des produits de corrosion), faisanl en moyenne 0,2 micron a 1,4 micron
de long, sur 0,2 micron a 1 micron de large - ces dimensions variant
nolablement
sans que H soit afTecle - presentenl de nombreuses
figures de hourgeonnemenl;
ils sont irregulierement
assymelriques,
irregulieremenl apicules, a surface ridee et tres sensihles aux electrons
(Fig. 5). A J'exceplion des types mycobacteries qui sont des endemi(lllCs pyreneens, tous sonl ubiquistes; ils ont fourni 2 sOlwhes en
cullUl'e.
Un troisieme groupe rassemble des elements microscopiques fusiformes symelriques, netlemenl apicules suivant Ie grand axe et portant
des prolongemenls filiformes plus ou moins rigides, plus ou moins
longs, en continuite avec Ie fuseau; ce groupe a donne de hons resullals
en cullure avec 4 souches ou les prolongements prennent de J'importance (Fig. 6 et 7). nest compris entre 3,5 et 6. Les dimensions varienl
entre 1,L] el 3,2 microns pour la longueur et O,!l a 0,8 micron pour la
largeur. Ce type figUl'ail SUI'38% des sediments argileux et 18% des
produils de corrosion. Il convient de raLlacher ici des elemenls filamenteux renfles tanl6l a une exlremite, avec des aspecls en masse
d'arme, tantat sur Ie parcours; au lieu de renflements, on ohserve
souvenl des elranglements.
Henflements et conslriclions ne semhlent
pas apparaltre suivanl une periodicile definie. L'ensemble a un aspect
rigide ou flexueux. R n'est plus significatif. La longueur totale des
filaments varie entre 10 microns el 30 microns mais en regIe generale,
elle oscille aut our de 10 microns; leur Im'geur au niveau des dilatations
varie entre 0,5 micron et 1 micron, en dehors des dilatations entre
0,1 micron et 0,5 micron. Ils se developpent SUI'33 % des sCdiments
argileux et 18 % des produits de corrosion; mais aucune souche n'ayant
pu etre ohlenue en culture, du moins avec Ie lype de milieu utilise,
il y a lieu de formuler des reserves SUI' l'originalite de ces formes
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filamenLeuses du milieu naLure!. Les formes filamenLeuses sont ubiquistes, les Ulitres sont endemiques pour les Pyrenees et les Causses
occidenLaux.
Un quatrieme groupe esL forme d'elelllenLs fusifonnes, en general symeLriques, tronques suivant Ie grand axe, parfois bourgeonnants (Fig.8).
Certains types sont forL peu dilaLes venLralemenL eL ont un aspect
bacilliforme. Sauf quelques specimens obLenlls en culL1lI'e, la s1ll'face
est reguliere. Des elemenLs culLives presentenL une zone cenLrale plus
permeable aux electrons. En Lout nous avons obtenu 3 souches. nest
compris enLre 1,5 eL 7; eLanL donne I'allllre en tonneau originale, il ne
presenLe plus d'inLerct. La longueur oscille autour de 2 microns et la
largeur varie entre 0,2 eL 0,3 micron. En culture, Ie formaL augmente;
on releve 3 microns sur 0,8 micron. On renconLre des formes neLLelllent
en tonneau sur 14% des sediments argileux et 36% des produits de
corrosion; dans les cavernes qui reyoivenL, au momenL des crues, plus
de maLiere organique (Lype Aven), ces lllicroorganismes sont plus
frequen Ls eL pal' leurs dimensions plus elevees 1,2 X!l microns, ils
deviennent
accessibles au microscope ordinaire. CerLains portent
ventralemenL des bourgeons qui s'alignent les uns derriere les allLres
et donnenL a l'ensemble un aspecL ramifie; ces exemplaires plus rares
ne figurent que sur 14% des sedimenLs argileux et 9% des produiLs de
corrosion. Quand les con Lours sonL plus nets, la ressemblance avec des
crisLaux de coryndon est frappante mais Ie doute n'est pas possible car,
d'une part, Ie coryndon ne peut exister dans les formations geologiques
auxquelles apparLiennenL les cavernes prospectees, d'autre part, nous
avons obtenu en culture des formes en tonneau tres abondantes, it
contours d'ailleurs moins tranchCes. Ce groupe est ubiquisLe.
Enfin, dans un cinquieme groupe, nous trouvons des clements
microscopiques fusiformes plus ou moins symetriques suivant Ie grand
axe, a extremites arrondies ou poinLues mais non effilees, parfois plus
ou moins tronquees, sans touLefois que ceLte troncature soiL neLLe. Tl
s'agit la d'elemenLs allonges en cigare, presentant souvent, a l'intersection des axes, un renflement arrondi ou, en forme de navette; ces
derniers sont parLiculierement sensibles aux elexLrons surLout vel'S les
exLremites (Fig. 9). SuivanL l'allure generale H est compris entre 6 et
10. La longueur peut atteindre jusqu'a 4 microns et la largeur varie
enLre 0,2 micron et 0,4 micron. La frequence sur les sedimenLs argileux
varie entre 33% et 38% eL sur les produits de corrosion entre 27
et 36 %. Les microorganismes appartenant a ce groupe sont ubiquistes
et no us en avons obLenu une souche en culture.
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GrOll}lCmentproviso ire lie ccs microorganismes en «1Uicrofllsil'ormetllm»)
de selliments lie grottes
II n'est pas possible, dans I'etat actuel de nos recherches de laboratoire, en presence d'une telle diversite morphologique, d'etablir une
systematique definitive; il est d'ailleurs probable que des especes deja
identifiees s'y retrouveronL. Neanmoins, nous avons pousse assez loin
la prospection sur Ie terrain pour no us faire une idee de la repartition,
de la frequence, donc de l'importance que prennent dans la nature de
tels microorganismes;
cetle importance, dans les milieux souLerrains
en particulier, justifie a elle seule un groupement provisoire.
Nous sommes en presence de formes touLes derivees du fuseau, avec
ou sans prolongements filamenleux, avec ou sans troncatures;
elles
sont libres, aciliees dans leur habitat naLurel et nous ne pouvons, pour
l'instant, preciseI' la nature des appendices observes sur Ie 3c gronpe en
culture. On voit apparaitre parfois, se degageant de la cellule baclerienne, un organile spherique (Ler groupe, 2e groupe, 5c groupe); cet
element fait penser a un spheroide mais, parfois, on assisLe a un
Yeritable bourgeonnement
(l er groupe, 2e groupe, <'Ic groupe). Ces
caracLeres morphologiques decoulent essentiellelllent de l'observation
des milieux naturels et sont presentes ici dans un ordre purement
conventionnel.
II ol'lnis les formes levuroides bourgeonnanLes
(Jer
groupe, 2c groupe), l'ensemble s'apparente morphologiquement
a la
famille des Sphaerophoraceae
(PrevoL, 1938) qui possede tous les
caracteres soulignes (<'I). Mais nous proposons, a dCfaut de precisions
d'ordre biochimique, de rassembler momentanement
cet ensemble
de microorganismes souterrains, tres fortement apparentes enlre eux,
dans un groupe en attente que nous designerons sous Ie nom de
«Microfusiformetum» de sedimenLs de grottes, pour souligner justement
l'originalite ecologique et l'abondance.
Happelons que Ie «NIicrofusiformetum» evolue au conLact de sediments - argileux a des Litres divers - et dans l'eau, donc a une vocation
tellurique et aquatique; on Ie renconLre dans des conditions anaerobies
et ses cultures, en milieu liquide, sonL anaerobies. En outre, sa presence,
sur des facies de corrosion organique, dans des sediments qui gardent
une teinture organique entre les apports successifs, son developpement
sur des milieux synthCLiques dont la matiere organique ne peut etre
exclue montrent que, s'il est peu exigeant sous Ie rapport de la matiere
organique, il n'en est pas moins hCterotrophe et associe aux processus
de mineralisation. Enfin, les elements qui Ie composent sont a croissance lente, comme la plupart des troglobies, ce qui explique, dans
une certaine mesure, leurs faibles exigences.
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d'UllC double origine et d'Ull cyclc

Si certains de ces organismes ne subissen t aucune modification en
culture, donnent au sein des argiles des bourgeonnements
qui permeLLent de les assimiler a des autochtones en developpement, d'autres,
vraisemhlablement
allochtones, acquierent en culture des prolongements apicaux, augmentent de format et par consequent ne presentent,
dans Ie milieu souterrain argileux, que des formes d'aLLente ou de
conservation a definir. Une experience conduite dans la grotte des
«Trois fl'eres» (Commune de ~lontesquieu-Avantes-Ariege)
(Coordonnees: 508, 32-82-465), SUI' les sediments d'une galerie difficile d'acces
et jamais visitee, donc ne pouvant recevoir de pollutions massives, a
confirme cette fatton de voir. Cette experience a consiste a faire des
apports, en des points precis, de suhstances organiques et minerales
susceptihles d'etre amenees par les eaux d'infiltration
pendant les
periodes d'activite microbienne des sediments de surface: glucides
soluhles, acides amines solubles, phosphates,
sels ammoniacaux,
nitrates, etc ... Les analyses rnicrohiologiques, au microscope electronique, ont 8Le executees au depart puisau bout d'un mois. Les
resuHals ont confirrne la presence de deux groupes, Pun pouvant
continuer it se developper lentement en presence d'une tres faible
quantite de matiere organique, indifferent, dans les delais de I'experience, a des apports supplementaires,
donc vraisemhlablement
autochlone, J'autre tres sensible aux apports organiques, surtout a
partir d'un seuil qui se situe au voisinage de 1 % comme dans les
serliments de surface, clonc vraisemblablement
allochtone et pouvant
etre transporte par les eaux d'infiltration; Ie 3e et lIe groupe figureraient
dans cette categoric. Les deux se confonclent en periode cle repos et
nous les separons difficilement a l'observation
microscopique. Ces
resultats confirmeraient en outre, au moins au niveau du «~licrofusiformetum» des sediments argileux, l'existence d'un cycle, lie indireclement aux saisons, qui ne semble pas a\'oir ete admis, en raison des
conditions climatiques uniformes mais, au contraire, souvent controverse par certains biospeleologues.

H I~ S

Al £

Des recherches ont ete poursuivies sur la microflore des sediments argileu x de cavernes. Une partie des microorganismes qui la constituent, necessitent, pour une elude correcte, des grossissements de I'ordre de 5000 et
peuvent etre separes des sediments argileux par une technique de mousse
approprice, puis, cultives. lIIorphologiquement, on peut les rcpartir en
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5 groupes mais ils constituent
un ensemble homogene qui justifie leur
groupement provisoire en ('Microfusiformetum
». Des experiences
d'enrichissement des sediments en place ont montre que certains de ces microorganismes etaient autochtones,
d'autres allochtones.

ABSTRACT
Hesearches on the micronora of cave clay sediments were carried out.
The study of these micro-organisms
necessitates the use of an enlargement
of the order of 5,000. For this purpose the organisms were separated from
the clay sediments by the foam notation technique, followed by cullivation.
l\Iorphologically
they can be divided into 5 types but together they form
a group sufftciently homogeneous
to juslify their provisional grouping as
the "l\licrofusiformetum."
Experiments
with enriched cultures from several sediments have shown
that certain of the micro-organisms
were indigenous, others were accidental
inhabitants.
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PLANCII
Fig. I: D'apres un grossissement
d'Orgnac. Sediments

E 1

de 1 000 (I :\ 2 x 0/1 il 0,8) microns. Avcn
argileux riches en limonite.
1

Fig. 2: D'ilpres un grossissement
de 5000 (1 it 2 x 0/1 il 0,8) microns.
GroLle de Moulis. Formation originale ditc (,Sapins d'argile,> it la surface des
sediments argileux de la salle d'Argile.
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Fig. 3: D'apres un grossissement
de 5000 (0,7 il 1 x 0,5 il 0,7) microns.
Grotte du Cap de la Bouich. Sediments argilcux so us un plancher stalagmitique.
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un grossissement
de Sainte-Catherine.

de 5000 (I,SxO,5)
Sediment argileux.
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microns.

Grotte
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Fig. 5: D'apres un grossissement de 5000 (0,2 iJ. 1,1. x 0,2 il. 1) microns.
Grotte de Sabouche. Sediment argileux roule en billes .
. Fig. 6: D'apres un grossissement de 5000 (1,4 il. 3,2 x 0,4 il. O,S) microns.
Grotte de Moulis. Sediment argileux de la salle d'argile.

PLANCHE
Fig. 7: D'apres
Ie prolongement

4

un grossissement de 2000 (3,2 x O,S) microns non cornpris
filiforme. Grotte de Sainte-Catherine.
Mise en culture
d'ecliantillons
divers.

Fig. S: D'apres un grossissernent
de 3000 (3 x O,S) microns . .Mise en
culture de produits de corrosion emanant de diverses grottes.
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Fig. 9: D'apres un grossissement de 7500 (3,2 X 0,1.) microns.
Sainte-Catherine-Dolomie
pourrie en place.
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Algae and their Mode of Life in the Baradla Cave
at Aggtelek II
By

GEOHGE

CLAUSI)

lVith plates 6(1)-8(3)

On page 16 of our publication which appel'ared in 1955 (J) we published
a table concerning algae which we collected in the cave of Aggtelek,
cultured on sunlight, returned them into the cave and reexamined after
six months. Already in this publication we pointed out that we did
not remove the entire algal material from the cave since it was our
intention to carry out a further control examination after' another
six months. (Unfortunately, we could not quite adhere to the planned
six months interval and investigation of the material in the jars could
only be carried out after approximately eight months.)
In the following we will briefly summarize the dates on which
examinations in the cave were canied out.
On July 11, 1953 we made the first collection. The material which
came from this collection and which was then cultured on sun light
was returned into the cave on June 22, 1954 at the following three
places:
First jar: Around the center of Nador Street, on the left side, where
the path broadens, in a groove of the wall, in a height of about 2m.
Second jar: FUl'ther down on the left side of Nador Street, about
15 m. after the fil'st projection, at the back of a large stalactite, in a
height of 2.5-3 m.
Third jal': Defore the end of N adoI' Street, on the left side, at the
second projection, after the terrace, in a groove of the wall, at a
height of 2 m.
(Consequently, all three jars were placed at a distance of 5-600 m.
from the entrance.)
On December 12, 195f[ we took the first samples from the glass
dishes. The above mentioned table (1955. p.16.) contains the species
we retrieved at the time.
On October 13, 1955 we removed the glass boxes for the last time.
At this occasion, we carefully wrapped the jars in black paper and kept
I) New York University-Medical
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them that way unW we carried out the control tests to prevent their
being exposed to light. The algae which thus turned up at the occasion
of identification had therefore been 17 months, from June 22, HJ54
until October 13, 1955 in the cave in complete darkness. The enclosed
photos show our jars after they had been brought up from the cave.
IL can be seen from these photos that the algal material kept its hue
in the past time interval; and the microscopical examinations show
that our algae weathered out the past time period not in the form of
spores 01' cysts leading a latent life. Although no proliferation on large
scale took place they nevertheless kept their original consistency. That
despite the long per'iod of darkness no degenerative processes Look
place we were able to prove by exposing our cultures again to sun
light and, in consequence, our algae in the glass boxes began to proliferate on large scale and formed abundant cultures. At the occasion
of our next control test in December 1957 we were again able to recognize the species we had in October 1955.
\'Ve wish Lo point out as an interesting fact that we filled up our
cultures during these foUl' years only three times willi sterile Knopp
solution and only once, in June 195/1, at the time of returning the algae
to the cave, with water from Lhe brook of the cave. A bove fact greatly
reduces the possibility of the hitherto known chemosynthetic processes concerning the assimilation of the algae in the jars. After closing aUI' tests,
in January 1958, we prepared exiccata from aUI' cultUl'es.
In the following table we summarize the results obtained conceming
the three jars:
As can be seen from the above table, we originally replaced 31
species in the cave. From these we succeeded after G months to deLer'mine 22 and after another 8 months only 13. The apparent loss is
therefore 18 species which is to be aLLrilmted mainly to the Cyanophyta and the filamentous Chlorophyta, This loss, however, is therefore a seeming one because in December, 1957, i.e. at the time when
the control test was carried out, after cultUl'ing on sun light we again
succeeded in finding /1 species which did not appear at the time of aUI'
preceding determination.
IL is therefore obvious that also in 1954 and
1955 respectively, they had to be present in the material and escaped
our attention only because of their small number.
Plectol/ema pI/teale, PllOrmidilllll henJ1il/gsii, Schizothrix tragilis, Pragilaria virescens and Tetraspora tarnayaJ1a were the species which we did
not succeed in finding in any of our redeterminations.
Finally, we would like to mention that at the occasion of all three
determinations
Synechococcus
elol/gatus,
Phonnidiufn
dinwrplllull,
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Table
Number

Redetermination

of jar

II

I95i

1954

1955

III

XII.

X.

XII.

+
+

+

+

+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

+

+

+
+
+
+

+
+

+
+

+

+

+

+
+
+

+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+

15

22

13

Species

CYANOPHYTA
Synechococcus elongatus
Plectonema puteale
Nostoc punctiforme
Spirulina laxa
Pseudanabaena tenuis
Oscillatoria tenuis
Oscillatoria neglecta
Oscillatoria limnetica
Oscillatoria geminata
Oscillatoria agardhii
Phormidium foveolarum
Phormidium henningsii
Phormidium dimorphum
Lyngbya diguetii
Lyngbya martensiana
Schizothrix fragilis
Schizothrix cyanea

+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+

+
+
+
+
+
+
+
...L
I

+
+
+

+

CHRYSOPHYTA
Ophyocythium parvulum
Oehromonas ovalis
Fragilaria virescens
iVavicula mutiea val'. nivalis
Nitzschia thermalis

+

+
+
+
+

CIILOnOPIIYTA
Gloeoeoeeus sehrijlerii
Telraspora tarnayana
Chloroeoeeum infusionum
Chlorella miniata
Oocyslis pusilla
Protoeoceus anulatus
Hormidium flaeeidum
Stichoeoccus bacillaris f. minor
Rhizoclonium hieroglyphicum
Total:

+
+
+
+

9

+
+
+
+
+
13

+
I

T

+
+

Ii
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Gloecocclis schrolerii, ChlorococclIJn inflisionllln, Chlorella miniala and
Prolococclis anlilallis appeared with the largest number, in other words
mostly Chlorophyta
and not Cyanophyta
as was expected.
'Ve cannot
give any explanation
for this fact. However,
Suba (2) directs the
attention
to a similar circumstance
in her publication
concerning
the
examinations
carried out on algae of the Cave of Pil1volgy. The author
succeeded
in finding
numerous
Chlorophyta
from the most hidden
points of the cave while from places relatively
nearer to the entrances
she discovered
mostly Cyanophyta.
Evidently,
we cannot draw conclusions from these two data, however, they seem to point to the fact
that the very primitive
Chlorophyta
are more able to endUl'e lack of
light than some filamentous
Cyanophyta.

SU.l\L\IARY
The au Lhor provides addi tional daLa to his puhlica Lion of 1955. I n a table
he shows his results concel'Iling 31 algal species which were reLurned to Lhe
cave of AggLelek on ,June 22, 195/ •. When carl'ying ouL his control Lests he
found Lhe decrease in Lhe number of species Lo be 9 afLer 6 monLhs and
18 after a further 8 months, In Decemher1957,
after culturing on sun lighL
however he was able to show again Lhe presence of 17 species, bu L in his
cultures Syneehoeeus dongalus, PllOrmidillln dimorpllllm, Gloeeoeells sehrOierii,
Chloroeoeellm injusionum,
Chlorella miniala
and Proloeoeeus anulalus,
appear'ed wiLh the largesL individual numbers and noL Lhe CyanophyLa as
could have been expecLed.

Z USA.l\I M EN FASS UNG
Del' Verfasser sLellL zusiiLzliche Angaben zu seiner Arbeit von '1955 zur
Verfiigung. In cineI' Tabelle ftihrL er seine Ergebnisse beziiglich 31 Algenarten an, welche am 22 .•Juni 1954 in die Aggleleker H ohle zuriickgebrach L
wurden. I3ei Durchfiihrung
seiner Konlrollunlersuchungen
fand er, dal3 die
Anzahl del' Arten nach 6 Mona len um 9 und nach weiLeren 8 :\lorwlen um
18 abnahm. 1m Dezemher 1957, nach Ziichlen bei Sonnenlichl war es dem
Verfasser moglich, wiedel' die Gegenwarl von '17 Arlen aufzuweisen, doch
erschienen in seinen Ziichtungen ansLaLL del' Cyanophyta, wie erwarlel, die
Synechoeclls eiongaills, Phormidium
dimorphum,
Gloeeoeoeeus sehrolerii,
Chloroeoceum injusionllm, Chlorella miniala und Pr%eoccus anulalus miL
del' gro131en Anzah!.
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EXPLANATION

OF

PLATE

PLATES

I

1. First jar: (Somewhat smaller than actual size.)
2. First jar: The bark-like, dark, greenish-blue algal coating covering the
stalactite is well visible. Upwards from the end of the stalactite thalli of
Oscillaloria geminala and Chlorococcum infusuonllm'. (Somewhat larger than
normal size.)
PLATE

II

1. Second jar: (Somewhat smaller than normal size,)
2, Second jar: In the middle and on the right side of the picture mostly
greenish-yellow
thalli of Chlorella miniala and Prolococcus anulallis are
visible, (Somewhat larger than normal size.)
PLATE

III

1. Third jar: (Somewhat smaller than normal size.)
2. Third jar: The stalactite on the right side of the picture is covered by
dark, bark-like, greenish-black coating. For the sake of belter demonstration
this coating had been removed from part of the stalactite. In forming this
coating mostly Synechococcus elongalus, Pseudanabaena lenuis and Oscillaloria agardhii took parl. The olive green thalli visible on the entire picture
are mostly Chlorella miniala, Gloeococcus schrolerii and Prolococcus anulalus.
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